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Objectifs du TP

e Mettre en ceuvre la démarche expérimentale pour contrbler la qualité d’'un plasmide contenant une
construction ADN d’intérét commandé a un prestataire.

e Réaliser la bioamplification de I’ADN réceptionné. Analyser in silico les données de séquencage ADN
fournies par le prestataire.

e Réaliser la tenue d’un cahier de laboratoire.
e Lors de ces travaux pratiques, votre mission sera de comparer l'option synthétique (conception in silico

de la construction ADN et appel a un prestataire pour la synthétiser) a l'option « wet lab »
(amplification PCR et clonage en laboratoire du produit PCR) en terme d’efficacité, pénibilité et colt.



Evaluation

« Deux logigrammes (CAO + clonage « Wetlab ») + 1 conclusion sur le mérite
compare des deux méthodes

« Evaluation sur la tenue du cahier de laboratoire (rendu: un jour au choix)

https://www.inpi.fr/fr/proteger-vos-creations/le-cahier-de-laboratoire/le-cahier-de-laboratoire
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COMPRENDRE PROTEGER VALORISER INNOVATION Q
la propriete intellectuelle VOs innovations vos actifs la galerie

En pratique

Tous ceux qui réalisent des travaux de recherche, que ce soit au sein d’un laboratoire ou
dans une PME peuvent I'utiliser : chercheurs, ingénieurs, techniciens, thésards, stagiaires...

Concrétement, c’est un cahier sur lequel sont consigneés les travaux, au jour le jour. Chaque
cahier posséde un numéro unique. Y figurent également le nom de |"utilisateur, le nom du
propriétaire et un espace en bas de chaque page (numérotée) pour dater et signer.

Par le formalisme qu’il impose (numeérotation des pages, notations a I’'encre indélébile, etc.),
il permet, entre autres, d’assurer la tracabilité des connaissances, d’estimer précisement les

contributions scientifiques et techniques de chacun dans le cadre de partenariats, ou encore
d’évaluer I'opportunité d’une protection des résultats par un dépoét de brevet. ..



UN but, deux tactiques




CAO -> Genecust

e prefix igem (EcoRI Xbal)

(3998) BseMI Pfol (46)

* régionintergénique csgD-csg orientée pour transcription csgA. R | et oy
Modification du RBS (CCAGGGT -> AGGAGGT). Gas7) Repesr-Rrl \ \ /it o

~" . SspDI (235)
" _~HinlI - NarI (236)
~__—Ehel (237)

(3581) Xagl |
(3536) Cfri0I N

* GFP BBa_E0040 W NN ol sy
* suffix igem (Spel Pstl) NN :-i?-fi-?f%glszzg?

T Xbal (411)

T Scal (485)

BselI (569)

— BspTI (646)
T Psp1406I (790)

(3234) Van91I

* clonage EcoRI/Pstl dans pUC57-kan

- CsiI (1152)
-~ Gsul (1218)

_ Eco130I - Ncol (1337)
—~ MisI (1342)
~_ Ndel (1401)
- Eco72I (1496)

__—Xmil (1620)
- Bst1107I (1621)

MunI (1731)
— Bspl119I (1793)
—— Eco31I (1809)

Réception plasmide pSGS4

~— Bcul (1893)
(2487) Bful T NofI (1%01)
(2457) Baul \ ~—  BioBrick Suffix
) N e PstI (1911)
! " Ecol47I (1915)
(2168) Lgul " Pael (1923)
HindIII (1525)


https://www.genecust.com/fr/gene-synthetique/

Réception plasmide pSGS4 (2x4ug)

1. Contrbéle qualité =
carte de restriction EcoRI/Pstl

Carte attendue*® vs carte observée

*Calculer la taille des produits de digestion EcoRI/Pstl

Digestions enzymatiques de contrble +

controles simples digestions.

2. Bioamplification

Mise en culture des souches pour la transformation

Préparation des cellules compétentes, transformation




JOUR1
8h-12h

Topo introductif,

Principe de la transformation des bactéries : phases de la croissance, compétence chimique vs électrocompétence,
sélection des transformants

Controle qualité du processus de transformation : notion de témoins (positif et négatif)

Préparer la manipulation : établir un logigramme, liste du matériel et des appareils nécessaires, localisation et
disponibilité

Tenir son cahier de laboratoire : quelles informations ?

Mise en culture des souches n°1 (MC4100 ompR234) et n°2 (NM522) pour la transformation



e Principe de la transformation des bactéries : phases de la croissance,
compétence chimique vs électrocompétence, sélection des transformants

TRANSFORMATION

transfert génétique au cours duquel un fragment dADN
bicaténaire, libre, nu et en solution est capté
par une bactérie réceptrice compétente



e Principe de la transformation des bactéries : phases de la croissance,
compétence chimique vs électrocompétence, sélection des transformants

Nombre de bactéries
1. Phase de latence

A P ; 2. Phase de croissance
| » \ 5 exponentielle
. Phase ralentissement

4. Phase stationnaire r Perméabilisation de la membrane

Bactérie sensible
a un antibiotique

'J)

. Phase de déclin par traitement au CaCl2

N

» Temps
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SELECTION

Bactérie sensible
a un antibiotique

Perméabilisation de la membrane
par traitement au CaCl,

Transformation : entrée d’un plasmide
porteur d’un géne de résistance
a I'antibiotique

Résultat : seules les bactéries
transformées poussent sur un milieu
contenant I'antibiotique

11



e Contrble qualité du processus de transformation : notion de témoins
(positif et négatif)

Contrble négatif : SANS ADN Contrdle positif : ADN superenroulé de concentration connue



Préparer la manipulation :

1) établir un logigramme
2) liste du matériel, milieux et appareils nécessaires,

3) localisation et disponibilité



Logigramme

Objectif

Décrire de facon détaillé un processus, en le découpant en étapes= visualisation d’une activité, fragmentée en taches

élémentaires. Cet outil s'utilise pour décrire une activité de facon complete. Il est notamment utilisé pour la rédaction
des procédures.

e Construire le logigramme dans l'ordre chronologique des taches.
e Plusieurs taches se déroulant en parallele sont placées cbte a cote.

£ 0 12 et derniére eta
pe
N S

Alires etapes

N Testauguel on répond
toUjours par «oui » (O ol « non s (M)

] ﬁ Cocument lig€ a une étape




Différentes profondeurs, pour commencer
établir le logigramme pour la transformation

Fabrication
Réalisation

Produit
) Informations

\J

Controle
Retouche

| Oui T

Mon

Préparation de cellules compétentes et transformation
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Se repérer dans les informations fournies

| 2. Incubate the cells at 37°C for | hr.

I3, Plate the cells on sgar plates comtaining suitsble antibiotice (eg, 100 pgdm ampicillin).
We usually spread 10 to 20 pl of the cells onto an agar plate to get optimal number of
colonies per plate for single fragment cloning, and 100 pl per plate for maltiple
fragments cloning, In case of 10-20 ul spreading, <¢lls needs to be further diluted
with 30-90 ul LB broth for suitable spreading.

|4, Incubate the plates at 37°C for 16 hr and analyze the colonies.

Mise en culture de bactéries (solide a liquide), suivi de croissance

Les bactéries fournies sur boite de Petri sont mise en culture liquide en conditions de manipulation stérile
en présence d’un bec Bunsen. Le milieu de culture retenu est le milieu de culture LB (Pour lysogeny broth)
est le milieu standard pour la culture d'Escherichia coli (10g de peptone, 5 g d'extrait de levures, 10 g de
NaCl/L).

La croissance bactérienne peut étre estimée 3 partir de la mesure de |a densité optique effectuée 3 600 nm.

Préparation de cellules compétentes et transformation

Priscpe
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JOUR1
8h-12h

Topo introductif, visite de la plateforme Microbiologie

Principe de la transformation des bactéries : phases de la croissance, compétence chimique vs électrocompétence,
sélection des transformants

Controle qualité du processus de transformation : notion de témoins (positif et négatif)

Préparer la manipulation : établir un logigramme, liste du matériel et des appareils nécessaires, localisation et
disponibilité

Tenir son cahier de laboratoire : quelles informations ?

Mise en culture des souches n°1 (MC4100 ompR234) et n°2 (NM522) pour la transformation



JOUR1

8h-12h

e Topo introductif, visite de la plateforme Microbiologie

e Principe de la transformation des bactéries : phases de la croissance, compétence chimique vs électrocompétence,
sélection des transformants

e Controle qualité du processus de transformation : notion de témoins (positif et négatif)

e Préparer la manipulation : établir un logigramme, liste du matériel et des appareils nécessaires, localisation et
disponibilité

e Tenir son cahier de laboratoire : quelles informations ?

:> Mise en culture des souches n°1 (MC4100 ompR234) et n°2 (NM522) pour la transformation




e Tenir son cahier de laboratoire : quelles informations ?



http://mwww.eure.gouv.fr/content/download/8626/48705/file/mode%20emploi%20cahier%20labo.pdf

I- Fiche technique : tenir un cahier de laboratoire

Un cahier de laborstoire afics cahi=r de manipulations afios cahier & experimentation =st une seconde memaire : il dait
cantenir taute I'information essentizlle 3 ka reproduction des manipulations realis=es.

=ar Anl=inz Fmak

|1- Valewr juridigue — prouver ce qui @ &t fait ou o= Qui n'a pas st fait par experimentateur =n cas
de conflit judicizire.

Interets 2- Valewr documentaire — l= chier de lsbhoratoirs d'un technicien appartient 3 son entreprise : il
peut ainsi atre confie 3 un nouveau technicien et doit contenir ainsi toute Finformation necessaire

la reproductibilite des experiences realisess par Fautewr du Shier.
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http://mwww.eure.gouv.fr/content/download/8626/48705/file/mode%20emploi%20cahier%20labo.pdf

TIECEr UNE MErgs saur lnnnl:lr_____-_l_l_l_ datm
Pl . TITRE
s gqua Fen weut -:lrli:h'rill-r.. pr-:uu-lr...—____l_l_.:
Objecif -
n"mhﬂﬂ_ﬁr (1], | m“-:_
Commant 1'y prersdra pour sttemndre - Frirpe|g)
Felbpetrf
- [ N [ Hllilhl
L& mESEFHE "IECSITEICE &b hpr:rt:-:-:lll—__'_._._ ot Mithode;
BIDEC Orecis Eodr od un bechr cimn
raprodune s T pesc Peide anudle S - Risuiraes
cmkimr "___‘_,..-r' I.:-';::Ihm Jureent Elre riifi-
. dicfynai
o que 'en w trauvs Hgures ll"'----' Lo

‘remrpretatior | resonie BL ErsD AT

Cagw n's one ete Fait. cm ou’ Fewdrei
warifar




http://mwww.eure.gouv.fr/content/download/8626/48705/file/mode%20emploi%20cahier%20labo.pdf

seatl A Figures, photos, capture d’écran, lien vers dossier numérique:

—_— -‘“ﬁlﬁ'&*‘ ._.,. ) numérotez et légendez!
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http://mwww.eure.gouv.fr/content/download/8626/48705/file/mode%20emploi%20cahier%20labo.pdf

Mise en forme

1- Puge de garde - svec intitule du domaine & axercics |Biologie Callulaire), du liew de travail T de Parizueus, departament

Gemie Biolozigue] - NOM =t PRENCM
2- Table des matieres - sauter deux pazes ofin de lisser de s place pour |3 redizer 2w fur =t 3 mesure (Titres de chaque TP +

numeras de page].

3 Marges - 3 tracer 3 |2 re=l= afin de permattre une annotation

4~ Collages - aucun suppart additionnel ne doit =tre valant ouw attache par un trombane : il faut Fazrafer ou le coller - ne pmais
laiszer une feuills colle= s= rabatire sur un autre contenu.

5 Mumerotation - Mumeroter TOUTES les pazes (et faire ref=rence 3 ces numeros dans |3 table des matieres).

8- En cas d'errewr - Ne jamais effacer ou sracher une paze [un cahier de labaratoire sy=mt wne val=wr jundigues, on me dait pas
pouwvair soupconner sa falsification) : les emeurs doivent etre raturees a |a regle.

7- Saut de : toute pame laissee vide =nfre deux pazes redizees dait etre ratur=e.
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L e cahier de laboratoire q U e C 0 n s i g n er ? - . . . —l

Titre, date de début et fin de I'expérimentation

Indication du protocole, du choix de la méthode
Calculs et methodes de traitement des donnees

Références de manips précedentes (n° cahier, pages)
Relevés de mesures, valeurs de réglages, conditions opératoires
Références des reqactifs, des équipements

NN N N

Références et localisation de documents, photos, fichiers,
données liées

1;\

Description du déroulement des manipulations, méme si elles
n'ont pas abouti (fausses pistes)

Liens entre les phases de I'expérimentation
Faits et observations marquants ou inhabituels
Interprétations et commentaires sur les résultats obtenus

SN NN

Nouvelles h?DDThéSES de fravail http://applis.cermav.cnrs.fr/ANGD_qualite_en_chimie/Carret-fb.pdf



Contenu rédigé pour
chaque TP :

http://mwww.eure.gouv.fr/content/download/8626/48705/file/mode%20emploi%20cahier%20labo.pdf

1- Date : chaque ajout au cahier doit étre daté. Dater est particulierement important dans les laboratoires ol le cahier a une
valeur juridique.

2- Titre : chaque TP doit avoir un titre explicite et &étre numeérote.

Remarque : Ce titre ainsi que le numeéro de page doit étre ajouté a la table des matiéres.

3- Objectifs ou probléme : pour chaque TP, rédiger les objectifs sous le titre. lls peuvent étre formulés sous forme de question.

Remarque : On peut avoir pour objectif 1- la pratique de techniques (Ex : colorer des structures cellulaires, 2- la réponse a une
question scientifique (Ex : quel est I'effet du sel sur la vacuole ?) ou 3- la vérification d'une hypothése.

4- Principe(s) : le(s) type(s) de méthode(s) utilisée(s). Cf. Fiche technique : "Avoir une démarche expérimentale”

Exemple - Si on veut caractériser la paroi cellulaire (Objectif), il va falloir la colorer (Principe) ce qui impligue plusieurs étapes
de coupe, coloration, nettoyage (Protocole).

5- Matériel et Méthodes : correspond au protocole : il doit étre suffisamment clair et précis pour gu'un simple lecteur du cahier

puisse reproduire le TP.

6- Résultats : Cette rubrique doit permettre d'annoncer les résultats, d'analyser et commenter les figures en les citant (Ex : Fig2).

Dans un deuxieme temps, cette rubrigue doit obligatoirement donner lieu a une interprétation des resultats afin de remplir les

objectifs ou de répondre au probléme.

7- Discussion : Cette rubrique permet de répondre a la question posée ou de valider I'hypothése initiale. De plus, elle permet de

preciser : ce qui n'a pas fonctionné - les hypothéses pour expliquer les résultats ou ce qui a posé probléme - ce que l'on pourrait

faire pour aller plus loin -ce que I'on aurait dii faire et qui n'a pas éteé fait.
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JOUR1

14h-18h

e Analyse de la séquence ADN fournie par le prestataire. Comparaison de séquences a l'aide du logiciel Serial Cloner
pour identifier et vérifier la séquence du plasmide et du gene d’intérét. Eléments remarquables (genes de
résistances aux antibiotiques, origine de réplication...). Cartographie de restriction. Mettre en ceuvre la démarche
expérimentale pour le contrble de la qualité de la séquence d’ADN fournie.

e Température et milieux de stockage de I'ADN (eau, TE)

e Méthodes d’analyse de 'ADN : séparation sur gel d’agarose (parametres clé : concentration d’agarose, type de
tampon, voltage) et préparation des échantillons a déposer (solution de dépo6t)

e Parameétres clés dans la digestion de 'ADN (appariement tampon/enzyme, pipetage de solutions visqueuses,
température et temps d’incubation)

Digestions enzymatiques de controle (pCGS4=pUC17-Pcurli-RBS6GFP (KanR) a digérer par Ecol et Pstl, analyse des

conditions de double digestion, contréles simples digestions.

Coulage de 2 gels d’agarose a 0,7%
e Remplir le cahier de laboratoire



e Température et milieux de stockage de 'ADN (eau, TE)

e Méthodes d’analyse de ’ADN : séparation sur gel d’agarose (parametres clé :

concentration d’agarose, type de tampon, voltage) et préparation des échantillons a
déposer (solution de dépot)

e Parametres clés dans la digestion de I’'ADN (appariement tampon/enzyme, pipetage
de solutions visqueuses, température et temps d’incubation)



14h-18h
Préparation des cellules compétentes, transformation

Digestions enzymatiques de controle (pCGS4=pUC17-Pcurli-RBS6GFP (KanR) a digérer par Xbal et Pstl, analyse des
conditions de double digestion, contréles simples digestions.
e Remplir le cahier de laboratoire

Avant de partir:

» Logigramme CAO/WET LAB?
> Cahier de labo?



JOUR 2

8h-12h
Coulage de 2 gels d’agarose a 0,7%

Migration des plasmides digérés et non digérés sur gel d’agarose

e Prise en main du systeme d’imagerie et d’analyse Chemidoc : marqueurs de taille, estimation de la taille des

fragments de restriction, quantification de la quantité d’ADN.

Révélation de ’ADN grace au bromure d’ethidium. Lecture au Chemidoc
e Analyse du gel (ADN superenroulé, cercle ouvert vs linéaire, nombre de fragments = nombre de site de restriction)

Logiciel pour analyser les images obtenues sur Chemidoc a télécharge ici:
http://www.bio-rad.com/fr-fr/product/image-lab-software



http://www.bio-rad.com/fr-fr/product/image-lab-software

JOUR 2

14h-18h

e Principe de la PCR
e Controle de la qualité de la PCR : notion de témoin positif et négatif
e Optimisation de la réaction de PCR : r6le du MgCl,, température d’hybridation, ratio matrice/amorces
e Conception (design) des amorces
Réaction de PCR sur ADN génomique (MC4100 1uL) ou p50 (ApR 1uL), contréles

Mise en culture des transformants issus de la transformation effectuée a J1. Notion de collections.
e Remplir le cahier de laboratoire



Conception (design) des amorces

Les amorces sont de courtes séquences oligonucléotidiques d'ADN monocaténaire, utilisées lors des PCR
pour borner I'amplicon. Elles sont spécifiques de la séquence a amplifier, stables et compatibles entre elles.

* Spécificité
* taille:15a30nt
e contenu en GC: 40 a 60%
* séquence spécifique a la zone d'intérét et site unique d'hybridation
e Tm compris entre 45 et 70°C

* Stabilité
* faible formation de dimeres et de structures secondaires
» extrémité 3': présence de quelques bases GC en 3' (point de départ de la polyméraisation), méme
chose pour I'extrémité 5' (fixation de I'amorce)

* Compatibilité
* Différence Tm < 4°C



T ctaaggatgatttctggaattcGAT | 18.5 | 523 | 37,0 - 370 70,3 | 14135 | 37%  0.05 pmol
GAAACCCCGCTTTTTTTA
TTG (46)

ctagTAHCtcotctttCTCTAGA | 24.3 | 742 | 519 - | 519  >75 | 14304 | 489% 0.05umol
GTTGTCACCCTGGACCT
GGTCG (47)

* Aligner grdce a Serial Cloner:

1) Prom curli sens et plG57

2) Prom curli sens et Prom curli csgA
3) Prom curli rev et pIG57

4) Prom curli rev et Prom curli csgA

* Repérer (= souligner) sur la séquence de Prom curli csgA p18 du poly les séquences homologues

* Calculerle Tm

Tm = Temperature of melting ou température de fusion = Température a laquelle la moitié des hybrides
formés sont dissociés
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Primers anneal \ —-—-3I,

Q

3' ends s w—p

semmp 5-CGACCAGGTCCAGGGTGACAAC-3’ Allongement a I'extérieur

Réverse —
complément 5’-GTTGTCACCCTGGACCTGGTCG-3’

5
izati d “--\
Polymerization ~a 3

http://www.ens-lyon.fr/RELIE/PCR/principe/anim/presentation.htm



http://www.ens-lyon.fr/RELIE/PCR/principe/anim/presentation.htm

>E. coli K-12 MG1655 U00096.3 (1103197 to 1103950 = 754 bp)
GATGAAACCCCGCTTTTTTTATTGATCGCACACCTGACAGCTGCCTCTAAAATAGAAGCACCAGAAGTACTGACA
GATGTTGCACTGCTGTGTGTAGTAATAAATCAGCCCTAAATGGGTAAAATATAAAACTAATGGATTACATCTGAT
TTCAATCTAGCCATTACAAATCTTAAATCAAGTGTTAAACATGTAACTAAATGTAACTCGTTATATTAAAATGTT
AACCTTAAGGTTTTATTAAGTTTAGAAATGATAGAAAAGTTGTACATTTGGTTTTTATTGCACAATTTTAAAAAA
TCATACAAATGGTGATAACTTACTAATAATGCATATAAAAAATATTTCGGTGTAGTCCTTTCGTCATGTAAAACG
TTCTTGTTTTTTCTCCACACCTCCGTGGACAATTTTTTACTGCAAAAAGACGAGGTTTGTCACGGCTTGTGCGCA
AGACATATCGCAGCAATCAGCGACGGGCAAGAAGAATGACTGTCTGGTGCTTTTTGATAGCGGAAAACGGAGATT
TAAAAGAAAACAAAATATTTTTTTGCGTAGATAACAGCGTATTTACGTGGGTTTTAATACTTTGGTATGAACTAA
AAAAGAAAAATACAACGCGCGGGTGAGTTATTAAAAATATTTCCGCAGACATACTTTCCATCGTAACGCAGCGTT
AACAAAATACAGGTTGCGTTAACAACCAAGTTGAAATGATTTAATTTCTTAAATGTACGACCAGGTCCAGGGTGA
CAAC

Amorce SENS Amorce Reverse

5’-GATGAAACCCCGCTTTTTTTATTG-3’ f ~COACCAGGTCCAGGGTGACAALS
3’-GCTGGTCCAGGTCCCACTGTTG-5’

5’-GTTGTCACCCTGGACCTGGTCG-3’
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Amorce SENS
5’-ctaaggatgattictggaattcgatgaaaccccgctttttttattg-3’

pIG57 Prom Curli
Amorce Reverse
[insert from suffixe biobrick.t 7823 1] 5’-ctagtatttctcctctttctctagaGTTGTCACCCTGGACCTGGTCG-3’
pIG57 Prom Curli

linsert from GFP seq codante 72 2203...2338|

linsert from BBa_B0034 RBS fort 2185... 2156

|oligo rev hyb 2478...2202|

[EcoRl 2183..2184|
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* |l est possible de mesurer directement la température de fusion d’'un ADN double brin en mesurant 'augmentation de
I'absorbance de la solution @ 260 nm en fonction de la température.

*Toutefois, on se contente la plupart du temps d’'une estimation a partir de la composition de I'oligonucléotide. Si celui-ci a une
longueur égale ou inférieure a 20 nt on compte 2°C par couple A:T et 4°C par couple G:C.

+ Oligonucleotide inférieur a 20 nt

* (A+T)X2 + (G+C)x4 = Tmen °C

+ Oligonucléotide supeérieur a 20 nt

+ [(A+T)X2 + (G+C)x4] =Tmen °C

http://www.chups.jussieu.fr/polys/biochimie/BGbioch/POLY.Chp.9.8.html



Using Serial Cloner, the Tm is calculated as follows:

For fragments <14 nt :Tm= (A+T)*2+(G+C)*4-16.6*10g10(0.050)+16.6*log10([Na+])
For fragments >51 nt: Tm= 100.5+(41*(G+C)/(A+T+G+C))(820/(A+T+G+C))+16.6*log10([Na+])
For larger fragments : Tm= 81.5+(41*(G+C)/(A+T+G+C))-(500/(A+T+G+C))+16.6*log10([Na +])

Serial Cloner 1.2

User Manual

Part | -Basic functions -
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JOUR 3
8h-12h

® Préparation de I'analyse sur gel de la réaction de PCR

®  Principe d'extraction de 'ADN plasmidigue, kits commerciaux

Coulage gel d’agarose a la concentration appropriée pour la détection du produit de PCR.

Coulage gel d’agarose a la concentration appropriée pour I'analyse des plasmides amplifiés in vivo

Miniprep ADN plasmides amplifiés in vivc

®  Scale-up (mini, midi, mega Prep)



JOUR 3

14h-18h
Digestion enzymatique de 'ADN des minipreps
Migration des ADN digérés et non digérés sur gel d"agarose

Reévelation bromure d'éthidium et lecture Bioprofil ou Chemidoc

higration des produits de PCR et des contrdles

®  Apalyse des gels

®  Remplir le cahier de laboratoire



JOUR 4
8h-12h

® Principe de clonage, méthode SLIC
® Définition de I'approche expérimentale pour tester la fonctionnalité de la construction commandee au prestataire

e (Clonage SLIC: determination des quantités d"AND insert (produit de PCR) et vecteur (pIG57= pSB1K3-RB5-GFP,
KanR) au Nanodrop et sur gel d’agarose, préparation du mix réactionnel

Mise en culture pour la transformation

® La régulation de I'opéron curli

Digestion plG57



Clonage SLIC

One-step sequence- and ligation-independent cloning (SLIC):

Linearize a vector Prepare the insert(s)
by restricton digestion with 215 bp homology
or inverse PCR to the vector ends by PCR

I Cloning vector ' ;o [l
Insert

Mix insert(s) with linearized veclor

g

Treat T4 DNA polymerase at room temperature
for 2.5 min to generate 3" overhangs
Insert

N

Incubate on ice for 10 min
viix with competent E.coli and perform bacterial transformation



Test de fonctionnalité du pCGS4
Régulation du promoteur curli

Propriétés du Promoteur curli

Est actif a 30°C mais pas a 37°C
Fonctionne uniquement en présence de l'allele ompR234 du gene ompR. NM522 possede l'allele ompR, MC4100
ompR234 possede |'allele ompR234 |
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Mise en culture pour test fonctionnel du promoteur d'intérét en cinétique

Prélévements réguliers pour dosage GFF
® Les génes rapporteurs GFP et leurs dérivés
® |es fusions de transcription

Dosage GFP sur boites au Chemidoc

Dosage des prélevements effectués au cours du matin au fluorimétre Chameleo

Prélévements et dosages de "'aprés-midi

®  Remplir le cahier de laboratoire

®  Analyse de la cinétique d'expression du promoteur curli en fonction de la température (30°C ou 37°C)
®  Bilan final



